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Plasmtt- ur*d pb8gen-AntikSrp«r-Genbaniw« warden in SS.coli 
to SCR-aoplif issierten Immunglobnlia-Familian aach 
iTOnlsierimg MeU^, Refawtoinaate AatikSrjpe* g» 

20 xmnunogene warden durch EL ISA-Tests iter Bskierienuberrtlnde 
von isoHertea Bakierienkoloaien <«Farfl, E,S*, 0ossow ( »„ , 
<3ri££ithe, A.D,, Jones, P*T, sad Winter, "Binding 
activities of a repertoire ©f single imBo^globulin variable 
domains secreted from Esekericnia mil** latere <if8&} # 341, 

SB 544-54 S) oder teen Screenen von auf Hitrocelluloae.- 

nbertragenen Piagaes von BakterienXolonien auf Boakfcivitat 
gegen radioaktiv markiarte Isnmmogene (S&se, W.3D„, Sastry, 
L. , Iverson, S*A*, &ang, Alting-lteea, St* , Burton, 

Benkovic, S,J, and Lerner, R.A., "Generation of a 

SO large combinatorial library of the immunogiobia repertoire 

in phage laafcda,* Science (1989), 246, i2?S~1281) 
seiektiert* Zur Selektion jedocfe von speaifischen 
Antikorpem von Senbaaken willkfirlich komoiniorter leichter 
and schwerar Ketfcen von nichfc-iranisiertan Tieren, bei 

36 denen keia flbergewioht von Antikdrpern fur ein- betiarates 



wo as/90$i 



Antigen vorliegt, 1st ein Yerfahren si 
Millionen von Antikerper-produsierenden Bakterien notwendig. 

8 Ein mog lienor Wag, einea groBen Bereich von AatikSrpern jsu 

screened liegt darin # rekombinante Antikocper an die 
Gbarflacha von Bakterien oder Bakteriojphagen zu binden, 
sodas sie dann raseh durcb an sine feste Phase gebnndene 
Antigen© seiektiert warden konaen* Hiasichtlieh. der 
10 Scfawierigkeiten, Proteine ge*iaXt auf die zeXXoUerf Xache von 

Bakterien ssu btingen, isfc die M13~Familie tok £ i iamentSsen 
Bakteriopnagsa wegen iferer kXeinen GroBe and ihres relativ 
exnfachen genetiacaen Aufbaas ein verXoekendar Eandidat 
{vgX« Sbersichtsartikel von Webster, R.B. and *opes, J., i» 
18 "Virus Structure and Asset8hly% hetausgegefaen yob 0. 

Castas, veroftaafcXicht von Jones and Bartlett lac, 
Boafaao/Portala Valley* «&A> 19S5? Day, ikJk, , Maraec, 
SUA, and CasadevaXl, A., 8 »s& packaging in 



(1988), 1?, 509-539). 

Das Produfct von Gen XIX {pXXl} ist ein relativ flexible* nnd 
sugangliches KtoleJriii, das aus awei tuaktionailea Doraiaon 
«ttsas«a©»gesetjsfc ist; eiaer amino-terminalen Bomine, die an 
den F-Pili mannXichar Bakterien wShrend der Xnfektlon 
feindet, uafi einer carfeo*y~fcemi»al«a, iaa«sfealb das Virion 
verborgenen Domane, die fur die Morphogenase wiektig ist. 
Peptide konnen wischan den sswai ComSaen von pIXX (Smith, 
G j M "Filamentous fusion phage; novel expression vectors 
that display cloned antigens on the virion surface", Science 
(1985), 2 ^ 8 ' X3 15- 13 17) ©der in der SlShe das s-Tes»inus 
(Parmley, S.F. and Ssaifcfa, "Antibody-selectable 
filamentous £d phage vectors: affinity purification of 
target genes", Gene <l§a8), 73, 305-318) obne Zerstoruag 
seiner Funktionen is Mornhogenese uad Xnfektion inseriert 



WO 93/01288 



PCT/EP92/01524 



w&i&m. mch erheblich* >n erarhei* tiher die ¥erwendung 
von fill ia fd Phagen ssum J^hren £ reader Peptide, xsigten 
Parsaaly and Smith (X988, vorsteheoft aagegeben), daB 
5 Peptidepitope, die am amino-tenai na len Ends inseriert sind, 
Phagen an iramobllisierfce Antikdrper binders kotrnea* In Folge 
dieser Arbeit war moglieh, Beptid-Genhanken au 
entwickein, die man auf Bindung an Ligandan und Antiko* 
screenen kana (Scott, J.K, and Smth., "Searching for 

JO peptide Uganda with an epitope library", Science {1990}, 
249, 386-390; Devlin, J.j,, Pangaaihan, X..C, end Devlin, 
P.K., "Random peptide libraries; A source of specific 
protein binding molecales% tic£«a«ft (1990K 249, 404-406,* 
Cwirla, S.E,, Peters, K*JU* Barrett, R.w, and Bower, W*J*, 

15 «p«ptid«s on phage, a vast library of peptides for 

identifying Uganda*, Proc* Acad, Sci» USA (1990), 8?., 

6378-6382) , 

HcC&fferty, J« * Griffith, A.D*, Winter, 0. and Cfeiswell, 
20 P,d» , "Phage antibodies? filamentons phage displaying 

antibody variable domains'*, Mature (1990), 34S, 5§2~» 
berichteten nber den Sttsanmenbftu eiaea An t i ko r pa r~pX X I ~ 
Fnsioasproteias in einen £d~>Phagen raifc einem Tet E -0en aacfe 
Insertion der AntiKSrper-BH* in daa 5*~.Ende von Sen 111, per 
2S Phage blieb infektids wad koimte durcb Af fiaitits- , 

Chromatographic angereichert werdenu Die Fusionspfeagen 
seigtea sich Jedoch faa«»fcs&chlicfe far relativ fcieine inserts 
aia geeignet, wahrscheislich weil die groSen inserts einen 
negativen EinfiuS ant die infektivitSt von pill baben 
80 {paxralee and Smith, 1999 1 vorstefaexid angegeben} . Paher 

besteht ein groBas Pisifeo, daB in Phagen-aenhanken nach 
ihrar Amplifikation seanell Deletionsmttanten dominieren. 



Oar vorii agendas Brfindnng liegt daher die Antgabe *ugrtmde, 
ein wirksamares Mattel zvm Sereenea von totikerper~€enbanken 
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in Bakterien toerei trusts! lea. 



ErfinaungsgemSB wird dies tech eln Pbagaaid nach Anspruch 1 
5 etreicht, das eia faaktionelles Antikarpar»pXXJ- 

Fusionspratsin exprissiert, Voratfgsweise ist dar Antikorpar 
©in Binzelketten-AntikSrper. 

DHA, die fur ein Aniiko^per-nXXX-Pusionsprotaia, 

protein, codierfc, warde la ein Pfeagemia «i*g«lMttt, Sin 
groSer vorfee.il des erf inanngsgemlSea Pbagemid -Systems 
g«ge»iiber MeCafterty et ai. {vorstanend aagegeben) liegt 
aaria, daB es a Is PXasmid vermebrt warden kaaa nad aiehfe 

15 tmter Selektionsdruck bessUg lick der Eatfernuag von 

Antikorper~D»A stebt, da die Expression des Fttsionsproteias 
stark uaterdriickt. ist. Dies ist iosbeaxmdere wibraad am 
Amplifikatlon der AaiikSrj^^nbaflfcan wichfcig, wean 
schneller proliferierende Deletioasautanton rascb dominant 

.20 verdea kSnatea* Die Paagea&d »SA, die weaiger aXs die Halite 

obiger Paagen DR& anssssaebt, traaslorsdert auch Bakterien 
effisientaar. Darafeerninaas werdan im Segeasata zu dbifesa 
Phagensystem groSe Maagea der klainerea Phagamid DHA 
produssiart and graEe Mesgen von AntikSrperorotein siad naeb 

25 induktion verfiigbar, wodurcb file Analyse stark erleichtert 



Me Expression des Aatikorper-pIII-Fusionsproteins, 
insbesondere des EinzelJtettoo-Antik6cper-plll~Fusiona«- 

30 proteias, unfeer Verweadung dea pSEMbagaiaids una seiner 

V«rpackung in virale Partikal erleichtert die Bntwicklnng 
feakterieXXar Systeme zur Xsolienrag von Antikorpera hoher 
AffinitSt. HiUionen Aatikorper-proda^ieranda KXaae von 
itotikSper-Genbanken kaan mm jetat rascb aurch Biadung an 

BS irnmobiXisiarte Antigene screenan. Bin veiterer vortex 1 

gegenuber nerko»lichea ?er£abre» sum Screenen iiagt darin, 
aaB aar klaine Meagea Antigen beaotigt warden, ein 
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l wiehtiger Faktor, vraim tor Vorrai eises selieaea Proteins 
feegrsaat 1st. Dieses System erssoglicat ««ch, ssnfillig 
swfcierfc© &ntxkorper ssu screenen, tns ifere 8in3un.gs*~ 
AffiaitSten zu erhdhen, Dag ¥®rfahran kaa mehrfach 

5 wiecterfaolt wsrden, Ms Si® gewaiucfete SssssifiitSt ©rreieht 
i«t, Is 1st nun sum erstea Mai mSglich, in groSem if ass tab 
unterschiedliche Tests son Screenen von verwaaaten Eel lea 
um Grgaaisrasn durchauffihroa. Bias gubtraktive Selektioa, 
baispielswaise anter ¥e*s?e»a«ng von norma I en uaa 
10 mopUstimhm milm* kmn mx mmtiiizi&xung yoa 
Tumor-assoKiierten Aatifeaea verwenoet werdea. Das 
Pfeagemia-Sysfceia erweist «ich each ala SuBerst Mlfreica far 
die ttatersuchuag asoiekuiarer ftec&selwirkwgea, 
beispielswfcise aarefe Selektioa von Aatikgrpera., file «ia* 



16 



Sbeaso emeist aica aaa erf in&nagsgemSBe System als niitssliefe, 

anaere Proteine o&er Peptide an den OfeerClicnen voa 
Pkagemia-Vimspartikeln ss« priaentierea. lierfilr iut die 
Antik8rp«r-t»tt nur durch oie tm 3es geminaehtea MjpeptMs 
zv. ersetsson. 

pie folgenden Beispiele eriSutera sie Erfiadung. 

Be is Pi el 1 



DBS, die £Ur ©iaea Siaaelkett«a~Aatik§rper (scAfe) una pill 



itiven 

in aim ssultipXe KXoaierungsstelle in jaUG 
IIS feloniert. Die m~tMA cooierte fur «ie variablen Domiaen 
der se!»ierea una leicnfcen Ketfce eiaes foustaaisiertea hb gegen 
Huhnsreiweia-Lysoayw, aer von aaia Anti-Lysoaym Mj SI.3 
staomte {Mmit et al.. Science (1986), 233, 747-754; 
Verhoeyea, M. et al>, Science {1988), 239, 1534-1536} . Biese 
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l verbonden, die das Epitop des monoklon&lea Ab YOLX/34 

eafchielt (Sreitiing, F. and t*ittie> M. , "Carfeoxy-tarMnal 
regions on the surface of tubulin and roicr© tubules? Bpxtope 
locations o£ S0L1/34 , pMIA and DMlB" , J- MoX, Biol, (X986), 
5 189, 387-370} , ?*odurc« der Ab idenfcif isiert werdan konnie. 

2ur Be*eitstell»»g einer fXcxibleren ¥erbiaa»ng *» plll f 
porde das S'-Bnde dor CM fur die ieiehte Kette dureh Eusata 
von Nucleotides dio fiir die ersfces sects AminosHuren dor 
konatanten DomSne in der menschlichen Kappa-Kefcte codierten, 

10 gefolgt von einer BajSKX-SestrictioiMSStelle ssodif i»iert* pill 

OKA. wurde von dean Bacteriophages MX3 «Ii£i«ierfe, infiem 
Primer entsprechend der 5*- und 3 , -Endan des ©ens III 
verwendet wurden. Me A*H$"3-*W» wurde dean in eisent 
Phasemid dor pDS-Famlie kXoniert, das ei»«» «it »wei 

15 !ac~Opetator«» koabiaierten Collphagen-T7~Promotor enthielt 

(Bujard, II., Gentz, St., Lancer, M. , StUber, D., MuXIer, 
H.-M., Ibrahim, X,, HaupUe, MU~T. and Dobbersfceia, B., 
-A T5 promoter-based transcription-translation system fox 
the analysis of proteins in vitro and in *iyq% Methods 

30 Snsynol. {1987}, XS5, 4X6-4331 Lancer, M. and Sujarfi, H., 

^Promoters determine the efficiency of repressor action-, 
Proe. mtl. Acad, Sei. OSA (1988), 85, 8973-8977; MUm, 
BV-M., Ph. 0. thesis, Univ. Heidelberg., 1989)* SehlieSXich 
msrde else fir die Leader-Sogtiens des baktarleXlea Enaytss 

2d Fektatlyase codierende mh an das 5 » -Bade der Ab-»» 

ligiert, wodureh das Phagemid pSEX (Fig. la} erhaXben wurde. 
Me Leader-, Linker- und FCS-Frimer-Seguenaen sind in Figur 
1b gesseigt* Bine alternative Linker-Sequent (Fig, 1c) mit 
dem YOLi/34 Epitop am Ende des Linkers , dia eine ahtsXicae 

30 Eestriktionss telle zm- Insertion von Ab~6ea&aitke» enthielt .< 

wnrde aucb verwendet. Ofewohl beide tag -Linker eine 
bedentsarae Menge saurer Reste enthieltea, sseigten ale sich 
obne Effekt auf die Hers tel long von fimktionellen seAbs ira 
Yergleieh mit seAbs, deren Linker nur ana den noatraXen 

36 AjainosSuren Glycin vto& Serin zusasKaMjgesetafc waren. 



worn/mm 



KT/EP92/B1524 



5 

Zur OberprSifttag, on der tatige Fhageraid-vaktor in der Lage 
war, das Fusionsprofcein in roller Vinq® asu exprimieren, 
wurden 100 /U m IPTG einer sieh in log-3Pha»e nafindlichen* 
wit pSEX ttansformierten S. coXi-Xulfcur sogegeben. Die 
10 K U itur seigte ainen teatlieben Elckgang is ihrer 

wachstumsrate, vergXicfaen mit eer KontroXle, was a»£ eine 
eiaaa Sfeagesdd-codierten Proteins 



AntikSrper-pIII-Koiuttntlct d«rch drel AatikS.rper 
idaatifiafierfc; einem . wonolcloaalen totikos^r 
*eil der Idnker-Segitens (EEQEFSEM:) una swel 
■Jtoti»P«^ti«~Kaninci»e»s««««a gegen K-teralnale i 
achwarsa und leichteit Jtettea (QVOJ^SOGO fcs 
Ss waMerte mit eineas ©ffanaiehfcXichen MeXekulargewicM to 
M M (Fie, a). Me groBe GrSBa to m^ipmpm^inn 
(vorausgesagts Mr 68,100) 1st hSchstwahrschainiich dutch die 
plXX-tononente (Mr 42,100) besinot* die mit ein«n 
pfffensichtliclMsn ltoXek»Xargewicbt von attta S5.000 - 
70,000 m wander* {Goldsmith , K.B. and KSnigsberg, W.8.« 
-Adsorption protein of the bacteriophage Mi isolation, 
molecular properties and location in the virus", 

U977), 16 2868-2694). Partialis* P«>teolyse 
is VorXiegen aiaiger 





die ait dan drei Aatikorpern ideatiach angefSrbt 



Eioe zslXfraktioaieruJMj aeigte, daS das Protein in den 
Qrtoplaama und Msnbran-Fxafctionen vorXag, nicht afeer im 
Periplasma und deis Kulturuber stand <Fi 9 . 2, figures 3-6) im 
3S Qegessats ssu der AntifcSrper-Konpoiomte allein «3me pill, die 

in das 
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Periplasm* una das Mediam seksetiert wurde {Saten nichfc 
gsaseigt). Dies war nichi uberrascbead, da pill aaf 
Phageapartikala aas Set inneren bakteriellen Memtoran 
5 susaasBeagesefciSt wird, ela ProaeS, der scheiabar aar voa der 
C-termiaalea DoaSne abaaagt* Deletioxisaiutaaten voa pi II oha© 
diese Dossane gelaagea in das : Periplasm*, ohae aa die 
cyteplasmatische Kenfcraa gebuodea su werdea (Boeke, J.D. and 
Model, P*, "A prokaryotie mombraae anchor sequence: cartayi 

10 terroiauas of bacteriophage £1 ge.ae III protein retained in 

the Mhraae*, Proc. sail* Acad, Sci* USA (1962), ?S ? 
§200-5204) , and aormale Phageapartikel werdea aichi 
sasaiastaagesetJst (Crisafwaa, and Smith, G.*., "Gene III 

protein of filamentous phages; evidence for a 

16 carboxy-ternunal aomaia with a role in morphogenesis", 
VimUgf mm}, 132, 445-455). Die knk®t~B®q&m& isfc 
wahrschsinlich eiae hydrophobe Sfcrecke voa 23 AninosSurea am 
Carboaiy-TOTians (®mi$ t H,&, Boeke, S. and Model, P., 
«F.iae structure of a membrane anchor domains J, Mol. Biol, 

20 (1985), 181* 111-121), 

Die Flhifkeit des Fasionsproteins, ein Antigen su biadea, 
wurde untersucat, indem die Trit©n-188Ud*e Fraktlon fiber 
eine aa Sapfearose gebunflene Lysosymsaale gegebea warde* 
28 westera Blots des aagebaadenen Materials nad der nscfe 

grua&lieae» Wascaea nad Eluierea mit 0,05 M Mmethylamin 
eraalteaea Fraktionea jseigten, da© das Fualoasprotein in 
voliex Laage tatsSchlich spesitisch aaf der hfmxt&&toam 
suriickgeaaltea wurde (Fig, 2, Spares 7-12), 

SO 

Be i saiel 3 



2ur Bestirarauag, on der Fhagemid-Expres sionsvekt a r verpackfc 
^erdea konate, mi rdea pSEX- eat ha 1 teade E.coli metrrfach mit 



wommnm 



aem Phagsn fa iaf iaiert. IPTG mzm nlvht snsegeben, da 
gefuato wurde, daS as eiaea inhibitorischen Bffekt au£ das 
Verpacfcen eiaes Pnagesiias feat* Xhnliches wutrde ktelieh vob 
Bass et 31., Proteins U990), 8, 3o»~3X4 barichtet, dar eln 
Fhagemia Jwmstruierte, daa ein Fusioasproteia ass buaaneaa 
»nd dor C~ terminals Bossin© von pi II 

der Ab-pIII«3Proa«ktion salt und 
fa xeigte. daS der Phage 
allein in det &age war* eise Expression ssa i»dusie£«a (Fig 
3.). Eiae saoglicaa Brklartmg Merfiir ist, da® eine» aer 
Phagen^n-Produkte die Bindung des lac~Sepressoxs an Sen 
Operator stort, Anderorseifcs kdante die Bindung von 
Phagsn-Proteinen aa die Msch&agiair&gixm die Topologie dos 
Paageadd beeinf tafien «ad die Freisetastms des lacHR*pra*«kwt«: 
hmitkm, wie aneh iaaaet, wit bafeeat g®f®Mm* daB dtts 
Bureawand&rn d&r Ewiscbengenregion 10 3 HuJcieotida mu der 
and«r«a Seifc© ass fate-On* keiiien Bffekfc auf dieses Pbinem^ 
hat (Paten aicbt geseigt) , 

Agaxose~Geleiektropharese der von ViruspartikeXn in das 
Sfeaiuts abgegefeanen DK& seigt. xusStslich xu der £ixt*eli$*««&~ 
»A von m eine grSSer* Meage kleinerer mk f die in **r 
8isHsei35tt§&3i9«» pSEC vergleicbbar war* JSin 



Froduktion von infektiSsen Partikeln Mucde d«rcb lafektioa 



von E.coli mit . 
W W ml &mp R B. 



' E.coli Monies* wurde» iia Vergleicb 
3*10* pfa srhaltea. 



mtimtp&t^tlt^mimmtQ^m ©ingobaut Matte* mx&m so 
y& KnXtuxmmx®tm&, Mt mw n verpackte, als W* 

eatbislt, iait 

» UbecschoS' an Wildtyp £d-Pbage geadscbt. 
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una Uber aiixe Stole iinmobilisierten ltfsa%ym gegebea. Hack 
g-randlieliam Wascksm taxt W^meh&m Badvolusien von PBS.- 1 M 
KaCI few. 0,5 K KaCl in 0,1 M HaHCOj teei pB 8,3 wurden die 
5 Fbageaiid-Partikel mit 0,05 M Diefchriaain eluiert. Das EXuat 
wurde mit 8,5 M KaH 2 F0 4 naufcrailsiert mid aw£ di& Anasafel 
der Phages una verpaekten Phagemide getesfcet {TahaXle} , Kiae 
spezifische Anreicfaerwig von bis zu 121-fach wurda erreicht, 
was den Einbau von funktionellen &»tikSrp*r-pIll-Ko»strukten 

10 in die Pfaageraid-Partikel *eigte. Die sinflungseigansclwfiten 
der Phagesiid-Partik&l koanea waiter erhoht warden, indass 
else jpixi Deletionsmutante sum verpacken venrendet wird. 
Bies garanfciert, daB n»r jeaa Ffcagsadde, die fUr 
funktionella Fusion»prot«ine codi«ren, verpackt warden and 

15 a lie fUnf pm-Proteiae au£ eiaem Phagemid-FartikeX mit 
totikorpar fusioniart warden. 

SO Figiir 1; mnnttukti&n von pS£3t, einea 

Phage&id stirs scteenen v©» AatlkSrpera 

TO «ad Vh siad variable SdpSftw der scttracttt .tow. leichfcen 
Kfctte etnas Mi43fSO^, 

2S 

(a) Rons trukt ion 

Xur Bereitstallaag der aotwaadigen B«strlktio»sstelle», 
mtrdan die Oligonukleotxda 

5»-.phospboryliert, aiteinaader hytaidlsiert and in pBCH9 
liglart, der mit mm tmd EasEX gesetmittaa and 
dephosphorylifcrt war, Gegebenenfalls warden sjur 
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Scha£fuag eia&r Protease-seasitive** B&qu&nz die 
bfbridisierten Oliso^eleotid© 5 ^tCCA&ASATATCASAGGaCCS f 
u&& S'CTeimmtcrrTGS* sswisebea die BaatHX-- unfl Apal-Stellen 
S des ersfcen oUgonueleotid-Satsses inseriert. scAS-BK* wurfle 

ton zwischen die Fsfcl- uod SanBX-Stellen inserlert, gefolgt 
von to Ligiecuag der plll-om Uber stuapfe laden oach 
Spa 1 tang dss Phageolds mifc ApaX na& Bebandltmg ait 
T4-BHA-P©lyiaera*e ait Eafcfernung 3 » -StwrhSngeader Eadea, 

10 F SEK ward* hetgesfcellt, irtem die multiple Kionierungsstelle 
v®a ptIHB 24-2 idt dem Raise vejrwaadfcen Phagemid »B$3X<~1 
korabinierfc wurds, das eiae xasatssHche «1 Zwischengenregion 
enthielt (Bujard et al., 1987, wtrfatfen* angegaban? Miller, 
'3.9-69 * vorstetoend aagegefeea) , di@ ^31~l~Seguea* araixeckfc 

IS sicM voa XboX eatgegea des UferssaigersiaBS bis ssu einer 
Hindtll-SteUe (in Klw«) t die nach Ligiarang liber 
sfctmsnfs Baden verlosea wurde* pi?HB24~2 1st "im weseafciiGben 
mifc p&SS identiseh (Bttjam et al** 1987)* bei desa eia 
€fe®li~&hage f^7»Fromotor mifc sswei lae-Oaerafcorea wad einer 

20 Eibosom«n~Biis4ung88t«ll« kesabinieri isfc CF&1/84/03, Lancet 

and Bujard, it 88, vorsfceaead angegebea? baasser, 1988, 
vorsfcebaad aagegefeen) . bas erlialfcene Bfeagemid msrda mit 
Hinaill geachnittea and die S » »Ubarh8sgende»- Enden warden 
mifc Klenow~Fragme&t au£ge£ullt. Bach etnas weifcerea Spalfcaag 
isit p$fcl, wurde das Pjstl-Biacll Ab^ril-DBA-FragoaBt in das 
Phagemid insariert. ScblieBlicb wurde eine synthetische 
die £ilr die 'Leader-Segaena d«s Bakterieneaayws Fektatlyas* 
and CUr die ersfcen visr toiaoslraa to sebwexen Kefcfce 
codiert, swiscnea die BcoX and Patl-Kestriktionsstellen 

SO inwriert, $UHB-Plasmide warden in S.coli 71-18 salt dem 

Flasisid pDMl, das dea Xac-Kepressor e^rimiert, vermehrt, 
^OC-Plasndde warden in BBS vermehrt una das 
Antik8rp«r~pIlI-Fusio»sprot«in ia exprimierfe. 
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I 

(b) Segaea* der Kibosaiseabiadtiagssfeelle (UBS)* der 
Leader-Sevens der- Fekfcatljase, Oes tag-Linkers mid der 
PCR-Priwer fur pin. 
6 Unterstriehene AminosSur*n gefeen das Epitop filr YOX.l/34 an. 
Die folgenden Awinosfiurw in der &inker>Segue»* sind eine 
Fortfuhruag der -^flmI^Se«B«w., 

(€} MSgliche tag-Linker-Seguen* ♦ 
10 unterstrichene aadaosSuren gebea das Bpitop fiir YOLU/34 an. 
Bie AminosSurea des vorhergehenden Linkers siafl eine 
Fortf Uhrung der Afe-Segues* in die fco&sttttifce Dsmaae. 



16 iig. 2: jnduasierbarkeit, selXwlare fcofcalisierung und 

An t i genfe i nduag des Ant ike rper ~p 1 1 1 - Fas i oris pro t ex as , 
analysiert darch GeXelektroptoresa m§, 8 % 
polyaeryXamidgeien taaA Western Slott. 

20 Sparea 1 und 2t Ctesamte Sellen naeh 1 fe lakubatioa »it 100 
IPTO (!) Oder otae IP9CG (2) . 
Spares 3 ~- S: zellf raktionieraag; 3 s Kttlturiibersfcand, 
4t p«rif>Xa.saatisch angereicfeerte Frakties, 5? iSslicfee 
qytoplasmatisch* Fraktioniatung, 6: 1 % Tritonextrakt. 

25 spares 7 <- 12: Lyso*ynt-A££init8tscliromatographie d&s 1 % 

Tritonexferaktes van iadusslesten tmd nicht-induziertea 
J&ellea, 7% AusfiXufl <+XFT6), a ; Ausfilufl <~XPTS) , 9 s Xetate 
mnchung {+XPTG}, 10; letate Waschung (-IFTG), XX; EXaat 
(*XPTG)* X2: Flust C«~XPT£») . 

30 

Spurea X - 6 warden anfteflrht unter Verweadung des 
aamoklonalen Aatikorpers Y0LX/34 {Serot*c* Oxford , O.K.) and 
Spuran 7 - 12 aat&r Vmxu&n&Km eines Antiserums gegen die 
S-tcir t^'f Seguenz der Xeichten Kefcte. 



FCT/£P92/ai$24 



Anfciserea gegan die scaweres sad leichfcen ; 

amiao-teraiaalen Peptides GVQU»SGG8<AC) basw, DXQMTOSPSS{AC> 
an das Haassoerasia dar ScMusse lloch- 
g&koppelt wares* &ut! tpFntsrsuehung d&r 
Expression des Fusionsproteins wszte pelletiert* Bakfceriea 
von lFTG~indu«iartea Kaltureit in 30 mM Tria/HCl, PK 8,0 
10 Puffer resuspeti&iert, der 20 % Sucrose, I stil EDTA, 1 mg/ml 

Hfiimerlysoaym eataielt, und 10 mis au£ Eis inicubiert. Sacs I 
minutiger totrifugatios feei IS 000 § wrde der die 
periplassoatischen Proteiae esrhaltesde ffoerstaxtd gesatroalt 
sad das pellet is 0,1 M Tris/HCI, pB 8,0 beschalit, Ma 
if IMiehe eyetosoliscfca Fraktion ward© aaeh 5 mimrtigar 
Eesfrifugaiion bei 15 000 g afedakaniiart sad das 
rasuspendierte Pellet is 1 % Triton X100 inkubi«rt, wodurch 
die mes^rasgetnmdeae Praktion er&alien wu*4e, Simlicbe 
Fraktionen warden mi «-!»»<3tamase~Aktivit8t gem$8 Fllickthua* 
SO a. sad x&owles, J.R.: "The eoaseenanees of stepwise 

deletions from the signal-processing site for B-lacfcanias-e* > 
J.Biol. Cham, 262 (198?), 3951-385? getesfefc, urn die 
Ef fissions des Fraktioaieruagsachrittes «u erfahren. Me 
tritosiosHcae Fraktion ward* mit PBS 100-fach verdunnt, 
36 fcevor sie Af f iaitltsslsies ssagegefeea wurfie. Zt*r 

Mfisitats-Csromatoeraphie ward© Buhner iyse:sym {Boeariagar, 
FKO) mit Cyaaog«Mfl»r«Rid~aittivierfcer Soporose 
a) gessaS des Aaweisusges des Harsteilars gekoapelt. 

20 mis bei Rau»t«mperatur mit 
den Extraktea iakabiert and in stolen segossen, die 
saohfolgend mit 10 Bad~¥aluMna von PBS, IK WaCi bm, 0,S M 
met in 0,1 H HaHC0 3 bei pH 8,3 gmschen wurde», toevor 
sie mit 0,05 M Biatnylamin elaierfc warden > SlmtUeae 
Fraktionen warden mit TrieshXoressigsSure (Endkaa^eatration 
20 %} prS*ipiti«rt and ia SOS SolyacrylaoiageXea aufgetreast 
(Laaasnli, OX: -Cleavage of structural proteins 
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I 

during the assembly of tfae feead of the bacteriophage T4% 
Hature (19?0>, 227, 680-68$}. Western Blots warden gemaB 
Tcwbin, H Steabslin, T v afad Oordoo, I,: "Elect regno ret ic 
§ transfer of protein ^lyacxYlatside gels to 

nitrocellulose sheets? $roeea«tres mS some applications" , 
Proe, Haiti, Acad, Sci* USA {197 B) r H* 4350-4354, 
durchgefuhrt, iodesa sweite Astikorper, aie an 
Heerrettieh-Peroxidase gekoppelt wacen, ait Dismi**ohoa3si& 
10 als substrat verweadet wurdea. 



15 



Fig. 3: Gelelektrophorese von KirfctrtSrera einselstrangigen 



X; fa. Spur a; KontroU-Phagemid p«BE3i~X mit £d, 
3s pSEXl mit m. 



DMA von fa ¥irionen uM vexoackfe Phagemd-Pariikel warden 
au£ 0,8 % Agarosegele in XxTBB geisaS Sambrook, Fritsgfe, 
E.f\ una Maniatis, T. in "Molecular Cloning; A Laboratory 
Manual, *a, Auflage, heransgegeban in Cola Spring Harbor 
Laboratory U»89> gegeben una mit Sthidiumbromid aagefSrbt, 



Purchfuhrung: 

2ur Herstellong verpackter Phagetaide mtrden gSEKl 
enthaltande E. coXi JM101 auf MS Minima I medium anaplattiert 
nnd 30 h bei 3?*C inkubiert. 2 ml des gXeichen Mediums 
warden mit einer dor Koloaien angeimpft uod bei 3?*C tmter 
krif tiger Beltiftung infcubiert, bis eine optische Dichte von 
etwa 0,2 bei 600 nm erreichf wwtftt* 0,5 ml LB~Sftifliiin and ein 
10-facher fiber schuS des Phages Cd wrurdsn dann der Kultur 
sugegeben und diese waiters 3 fa bei 3?«C inkublert. Kachdem 
sweimal votsichtig bei IS 000 g 5 min Xaog b* 



mmttituglmt wrdan war, wurde Ser flfeerstaad ati£ &i»e 
Mkosseoiratios* von 4 % ^lyeUiylenglykol (Serva PEG SOCO) 
und 0,5 K NaCL eingestellfc snfi liber Sacht bei 4-C sfcafeea 



una in 200/Ul Tris-^A~Pu«es, pH 7,3 suspeirfiert . 
Pfcagemid DM mxx&® 6urch sehnmlnfttiges Schlstteln isifc ai»®^ 
Voluwen Phenol, gefolgt von einer BabaMltmg rait 
CbXoroCorm-Xsopropaaol uad Pr8ssipltation mit Isopropaaol 
prapariert {Saobrook, J. # Frifcscfc, E„P. aM Mania fcis, T* f in 
*mi®mU% Clonings A Laboratory 8Mm»l", 2. Auflsue, 




durch 20 minOtige 




Harbor Laboratory (1989)). 
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&srtikorpey un*t eittess Colij&agvn pill-Protein codl&renden 
Coliphagen pill-Protein its voilor tMnge uafaBt. 



edchnet, 



AiJtik»rp«r ein EinawOJ^t«n-3^1^kSrper 1st, 




S. Verfahren sor Herstellun? eines Ph&ge&Ms nacsh Ansprucb 
l, ib&i dem &ine tike einen Antilefcrper oodieretnd* DMA »it 
eiiMMr ftir ®in Coliphagesi pXlXHProtain in voller L&xsg® 

in ein Sbliches «»g«mJUa inseriert warden, wobai hierfftr 




WO 93/81288 



zm: SeXefction auf spesifisscli© JUrtikdrper aus Antlkdrper- 
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NATURE 

Vol. t : 

I I \\ .. NOOK, UK; 
paqss 552 ~ 554 

J. HCCAFFERTY ET AL, ! Phage antibodies; 
filamentous phage displaying antibody 
< ifi A ains* 
(cited In the application) 
see sags 552. right, column, line 1 - 
page 554, right column, line 30.; 
figure 1 



8,9 



1,3,5,7 
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memm to ch-Usi m 


y 


NATURE 

m. 

paces S44 - 546 

Z , tties of a 




1,3,5,7 




> - - , <~ i " > >: 

If; doma 5 isrichia col \ ' 
(cited in 1 pplic 51 3H'; 
see paoe 545. left; column, line 23 - 
line 24; figure 2 




X 


PRGC. NATL » ACAO SCI. 

5 WON, 

DC, US; 

pages 637S ~ 6382 

S.E- CW1RLA ET At. 'Peptides on phage: a vast 

library of peptides for identifying 1* sands' 
(cited In the application) 
'see ioqe 63/8, rioht column, line 1 - 

page 6380, right column, line 13; 

figure 1 


1,9 


X 


SCIENCE 

Vol. 243, 2? July 1990, AAAS, WASHINGTON, 
DC, US; 

'6 - 390 

for 

peptide library* 

( CltCC 

_ o - * , line 3 - 
line 33; figure 1 




1,9 




SEME 

Vol. 104, No. 2, 15 August 1991, 
PUBLISHERS, N,V. , US; 
cages 14? - 153 

F, BRETTLING ET AL * A surface expression 
veeUr- 'E N ^ < 
ESE pee 3 

page 152, left column , line 13; 
figures 1-4 




1,9 


p,x 


WO, A, 9 209 690 (GENENTECH, INC) 
11 June 1992 

see claims 1-52; figure 1 
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C12Q1/SS; 



C12N ; 



C07K ; 



C12P 



NATURE 

Bd. 348* 6, „ , 

JOURNALS LTD., LONDON, OK; 

n ■ 

0. MCCAFFERTY ST At, 'Phaga antibodies: 

filamentous phage displaying antibody 

variable domains' 

In der Aameldussg erwahat 

siehe Selte 552, mtht* Spalte, Z*S1« 1 

Seite S54 f rechts Sprite, Zells 30; 

Abfcrildung 1 



Daosssbar 1990, MACNILLAN 



8 9 






24 , SEPTEMBER 1992 


f 2. 1 92 
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Sd. 341* 12. GUober 198S, MCMXILAN 
OH, UK; 

;sU-sn 544 ■■ 546 

E. S- £T AL. 'Binding activities of a 
reoertoir* cf single f f < - ~ r ' ^ , . . 
variable domains secreted from fcschericfna 
col ! ' 

in der Ami g erwahni „ 
siehe Salts 545, links Spa Its, ^ei!e ^3 - 
Zeile 24; Abb* 1 dung 2 

PRQC. NATL. ACAD SCI- 

Bd 87, NATL . ACAO SCI., WASHISG10N, 

DC, OS*, 

Se'iten 6378 - 6382 

SJS. CWiaiA ET AL- 'Peptides on pftags: a 
vast library of peptides for loeftti.yiftg 
1 f gads' 

ifj'der Aniseldung erwShnt 
si she Seite 6378, reehte Spasta. ieil* I ~ 
Seita 6383, reehte Spalte, Zeile U; 
Abbilduisg 1 

ld! £ |i|l 27. Juli 1330, MAS, WASHINGTON, 
DC, US; 

Sei tan 388 - 390 

J.R.SCOTT AND CP- SMITH 'Searcmrjgtor 
peptide Hgamis with an epitope library 8 
in der Anawl dung erwShnt 
sishe Seite 389, rechte Spalte, 2«le * - 
Zsile 33; Abbildung I 

BdflO*, Nr. 2, IS. August XM, ELSEVIER 
PUBLISHERS , N.Y., U.S.; 
Seiten 147 - 153 

F, BSEITLINS £T AL, 'A surface expression 
vector for antibody screening 5 

si she Seite 149, rechte Spa He, .<<.eife « - 
Seits 152, linke Spalte, Zeile 13; 
Abbildungen 1-4 



INC.) 



.1,3,5,7 



1,3 



1-9 



WO, A, 3 20S 

ti. mt " 



1,9 



1-52; Abbild 
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